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論 文 内 容 要 旨
雄 性 動物 の生殖 細 胞 で あ る精 子 は精 巣 で形成 され た のち精 巣 上 体 で成 熟変化 を うけ,雌 生殖 道 内 に
注 入 され た の ちは一 部 が卵 管 に運 ばれ て 受精 の機 会 を与 え られ る。 これ ら一 連 の機 構 には 生殖 道 お よ
び そ の分 泌 液が 関.与して い るが,雌 雄生 殖 道 の機能 は い ずれ も視床 下部 一下 垂 体 一生殖 腺 系 のホ ルモ
ンに よ って制御 され てい る。 した が って繁殖 に関 係 のあ る各種 ホル モ ンは 生殖 道 を 介 して 間接 的 に精
.
子 の生耽 影響 を及 ぼ して い る こと にな るが・ 酵 的 な影 響 につ い ては まだ よ ≦知 られ て いな い。 し
か し,生 殖 道 か らの分 泌液 中には 微量 では あ るが数 種 の ステ ロイ ドホルモ ンお よびペ プチ ドホ ルモ ン
が 検 出 され てお り,一 部 の哺乳 動物 精 子 につ い ては ステ ロイ ドホ ルモ ンに対す る代 謝 作 用が 見 いだ さ
れ て い る。 これ らの事実 は生 殖 道 内 にお け る精 子 の生 存 お よび代 謝 に ホル モ ンが 直接 関係 して い る可
能 性 を示唆 して い る。 これ を解 明す るた め に主 と して牛 お よび羊 精子 を 用いたinvitroで の観 察
が 行 われ て きた が,報 告 は少 な く,成 績 は 必ず し も一 致 して い ない。
以 上 の経 過 に基 づ き,本 研究 は この分 野 の情報 が比較 的 不足 して い るヤ ギ精 子 を 材料 と し,精 子 の
代謝 能 お よび生 存性 に及ぼ す ホル モ ンの影響 を ステ ロイ ドを 中心 にinvitroで しらべ た。 また ヤ
ギ精 子 の特 徴 を 明 らか にす るため に,近 縁 の動物 種 で あ る羊 の精子 につ いて も一部 同 様 な観 察 を行 っ
たo
1.ヤ ギ精 子 の代 謝能 につ いて
ヤギ(日 本在 来種)の 射 出精 子(3頭 よ り人 工膣 で採 取)お よび精巣 上体 尾部精 子(1頭 よ り屠
殺後 採 取)に つ いて代謝 能 を しらべ た。 その結 果,精 子 の酸 素 消費 量(表1)はZo2で9,0～
16・5,(平 均 値± 標準 偏 差:12.4士2.2),解 糖 量(表3)は 解糖 指数 で1.03～1.56(
126±0.16)を 示 し,牛 お よび 羊精子 の 値 とほ ぼ同 じであ った。 また,ヤ ギ精 巣 上 体尾 部精子
(表2)のZo2は 射 出精子 の値 の約渥 であ った。
2.ヤ ギ精子 の代謝 能 に及 ぼす ステ ロイ ドホル モ ン及 びペ プチ ドホル モ ンの 影響
ヤギ精子 のKRP(KrebsRingerPhosphate,pH7.4)浮 遊液 に生殖 に関 係 のあ る各
種 ホル モ ンを添 加 し,精 子 の代 謝能 に及 ぼ す性 ホル モ ンの影 響 を し らべ た。 その結 果,ヤ ギ精子 の
呼 吸 は ステ ロイ ドホルモ ン(テ ス トス テ ロ ン,ア ン ド』ステ ンジオ ン,エ ス トロン、 エ ス トラ ジオ
ール ー17
,8,プ ロ ジ ェ ステ ロ ン:濃 度100nM)の 添 加 に よ って一様 に抑制 され た(灘
1)。 特 に プ ロジ ェス テ ロ ンには 強 い抑制 作 用がみ られ た(図1,2)
。 ステ ロイ ドの抑 制 作 用は精
巣上 体 尾 部精 子 に対 して もみ られた(図3)。 また羊精 子 で もヤギ精 子 と同様,ス テ ロイ ドホルモ
ンに よる呼 吸抑 制作 嗣がみ られ た(図8)。 一 方,ヤ ギ精 子 の呼 吸は ペ プチ ドホル モ ン(濃 度:50
n9擁 の の添 加 に よ ってほ とん ど影 響 され な いか,ま たは わ ずか に促進 され る傾 向 がみ られ た(図
7)
ヤ ギ精 子 の解 糖 は プロ ジ ェス テ ロンの添 加 に よって促 進 され(表4,5),同 時 に乳 酸 蓄積量 の増
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加 が認 め られ た。 しか しそ の他 の ステ ロイ ドホ ルモ ンの 添 加 では,逆 に解 糖 お よび 乳酸 蓄積 の抑制
が み られ た(表4)。 一 方,ヤ ギ精 子 の解 糖は ペ プチ ドホ ルモ ンに よ ってわ ずか な が ら促進 され る
傾 向 がみ られ た(表6)。
3.ヤ ギ精子 の生存 性 に及 ぼ す ステ ロイ ドホル モ ン及 びペ プチ ドホル モ ンの影響
ヤ ギ精子 の呼 吸は ステ ロイ ドホル モ ン(特 に プロ ジ ェス テ ロン)の 添 加 に よって抑 制 され たが,
37℃4時 間の イ ンキ ュベ ー シ ョン後 におけ る精 子 の運 動 性は 無添 加 の対 照 と比 べ てほ とん ど変 わ
らな か った。 その成 績 に基 づ き精子 の生 存性 に対す るス テ ロ イ ドホ ルモ ン添 加 の効 果 を しらべ た。
その結 果,ヤ ギ精子 の液状 保 存 お よび凍 結保 存 にお げ る生 存 性 は,プ ロジ ェステ ロンの添 加 に よ っ
て明 らか に延 長 され た(表7～9,12,13)。 これ に対 しペ プチ ドホル モ ン添 加 の場 合は ほ とん ど
影響 が認 め られ な か った(表10)。
4.ヤ ギ精 子 の代 謝 関連 酵 素 の漏 出 に及 ぼす ス テ ロイ ドホル モ ンの影 響
ステ ロイ ドホ ルモ ンに よる精子 の呼 吸抑制 機 構 を しらべ る方 法 の一 つ として,精 子 の 代謝 関連 酵
素 の細 胞外 へ の漏 出の有 無 を しらべたo
精 子 中 片部 に局 在 す る とみ られ る リン ゴ酸 脱水 素 酵 素(ク エ ン酸 回路 系),乳 酸 脱水 素酵 素(解
糖 系),グ ル コ ース ー6一 燐酸 脱水 素 酵 素(ペ ン トース 燐 酸 回路 系)に つ いて ステ ロイ ドホル モ
ン添加 時の 動態 を し らべ た。 その 結果,ス テ ロイ ドに よ って これ ら酵素 の漏 出が促 進 され る傾 向 はほ
とんど 認め られ なか っ た(表15)。
5.ヤ ギ血清 中お よび精 漿 中 の プロ ジ ェス テ ロ ン濃度
これ まで に得 られ た精子 に対 す るステ ロイ ドの作 用が生 体 内で も起 こ り得 るか ど うか を 検討す る
た め に呼吸 抑制 作 用が特 に強 くみ られ た プ ロジ ェステ ロンにつ い て ヤギ 血清 中お よび精 漿 中の 濃度
をしらべた(図10)。 その結果,雄 ヤ ギ血清 中および精漿中のプロ溢 ステロン1濃度 は それ ぞれ0.64±0.
08ng/彬(7頭14例)お よび0.76±0.15ng/認(7頭28例)で,精 漿 中 の濃度 には
明 らかな 季節 的 変動 が認 め られ た(図11)。 す な わち,非 繁殖 季 節 中は低 く,繁 殖季 節 に 入
って上 昇す る傾 向 がみ られ た。 しか し,ヤ ギ体 液 中 の プ ロジ ェステ ロン濃度 は著 し く微 量 で あ り,
本 研究 のinvitro実 験 に 用いた ステ ロイ ドホ ル モ ン量 は体 液 中 の濃度 に比 べて は るか に高 い こ
とが わか った。 ヤ ギ体液 中の プ ロジ ェステ ロン濃度 はinvitro実 験 に 用い た濃 度 の約1/令oに
過 ぎなか った こ とか ら,生 体 内で の精 子 に対 す る同 ホル モ ンの影響 は ほ とん ど無 視 で きるほ ど小 さ
い もの と思 われ る。 しか し,精 子 の体 外保 存 で は プロ ジ ェス テ ロンに生 存性 の延 長 効 果 が認 め られ,
この ホル モ ンが精子 の保 存 に有効 な物 質 とな り得 る こ とが明 らか にされ た。 本効 果 は 同 ホノレモ ンの
強 い精 子 呼 吸抑 制 作 用に基 づ くもの と思 われ る。 プロ ジ ェステ ロンに呼 吸抑 制 と解 糖促 進 の相反 す
る作 用が み られ た こ とにつ いて の機 序 は 明 らか に され な か った が,乳 酸 蓄積 量 の 明 らか な増加 か ら
み て,プ ロ ジ ェステ ロンが精 子膜 を通 過 し,中 片部 の ミ トコ ン ドリァ鞘 を通 って代 謝 に関.与した こ
一92一
とは十 分 に考 えられ る。 一 方,代 謝 関連 酵 素 の漏 出を しらべ 泥結 果で は,添 加 した ステ ロイ ドホ ル
モ ンが 中片部 の ミ トコ ン ド リア鞘 の膜透 過 性 を著 し く変 え るか も・しれ な い とい うこ との証 明は得 ら
れ なか った。
ス テ ロイ ドホル モ ン に比 べ,ペ プチ ドホル モ ンの影響 は小 さ く,種 類 に よる差 もほ とん どみ られ
な か ったが,こ れは ホル モ ン と して よ りも単 にペ プチ ドと しての共 通 の作 用 に基 づ く結 果 を示 して
い るo
近 縁 の 反 劉家 畜 で あ る羊 め精 子 では,ス テ ロ イ ドホル モ ンに よ る呼 吸抑 制 作 用(図8,9)で み
る限 りヤ ギ精子 とほ ぼ同 じ傾 向 を示 す ことが明 らか に され た。
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表1.ヤ ギ精 子 の 呼 吸(1) 射出精子
酸 素 消 費 量 (μZ/108 精 子 }
実 験 番 号
1 2 3 4 (易)
1 11.6 22.8 31.ti 39.2
2 12.? 24.8 36.9 16.9
3 10.6 20.5 29.2 36.4
t 10.3 19.5 29.0 37.1
5 13.4 25.8 s7.z 18.1
s 16.5 32.5 48.5 62.4
7 9.0 16.8 25.2 32.4
8 1a.8 30.0 43.6 :i3.6
9 i`L.0 24.8 37.6 0.1
io 13.1 26.9 39.i 49.9




長2.ヤ ギ 精 子 の 呼 吸(皿) 精巣上体尾部精子
実験 番号
酸 素 消 費 量 (μ 〃lo8精 子)


























表3,ヤ ギ 精 子 の 解 糖































ア!ド ロステ7ジ オア 霞
素
エ スト α/
工 計 ラ帰 一ル ー ロ β 費
畳
テ ス トスア ロ7ao
写












イ7キ.や7・ ア の噂 闇`わ
1乙;1ヤ ギ 隅 ∫'コ呼乳 に 及ぼ で7.テ ロ ィ ト†几モ ン 〔1`,OnM}雰 瞭)影 響
1234
イ ノ 払 ぺ 　 ソ ・!の 時 闇 〔差)












丁 ン ドロステ ン ジオ!
エ ス トロノ
テ ス トステ ロン
エス ト ラ・2オール ー17β
プ ロ.ノエステ ロ.ン
506090且m
イ ン キ 」べ 一 ン ・ン の 時 間(駆}

















十 プ ロク ニステ ロン
プロ ジ ニス テ ロソ
1234
イ ン キ ニ ベー7ヨ ン の 時 閤 〔泥)
































イ ン ㌔ ベ ー シ ・ ンの 時 取 £)





十 プロ ジニ ステ ロ ン
プロ ジ ニステ ロ ン
ス'戸ロ!qi,【hM,添 忙∵o影 響
1 z 3 1
イ ン キ ユ ペ ー シ ヲ ンの 畔 問 〔 疋}




















1 z 3 4
イ ン キ ⊃ ベ ー ノ ヨン の 時 間C詫)





ス .テ ロ イ ド ホ ル モ ン 解 糖 詣 数
無 添 加 1.28
テ ス ト ス テ ロ ン 1.15
ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン 1.14
エ ス ト ロ ン 1.13
エ ス ト ラ ジ ォ ー ル ー17β 1.17
プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン 1.43







ペ プ チ ド ホ ル モ ン 解 糖 指 数
無 添 加
プ ロ ラ ク チ ン
LH





ヤ ギ精子 の解 糖 に及 ぼす ステ ロイ ドホル モ ン(100nM)添 加の 影響(n=5)
精灘:蔦 　 ∵ 物
ヤギ精 子 の解 糖 に及 ぼす プ ロ ジェステ ロン添 加 の影響(n=5)
精 子 濃 度:1.5～2.0×108/認


















































































































































































































表7.室 温(23℃)下 に おけ るヤギ精 子 の生存 性 に及 ぼ す プ ロ ジ ェステ ロン(25～100nM)
添 加 の 影響
屋 温(23℃)放 置
の時間(老)
精 子 生 存 指 数
無添加
































保 存 液:卵 ク 液(10倍 希 釈)
表8.ヤ ギ精 子 の低 温(4℃)保 存 にお け るステ・ロイ ド奏ル モ ン(100n醜)添 加 の効 果
精 子 生 存 指 数
保存日数(日)
無 添 加 テ ス トステ ロン
一17β
エ ス トラジオ ー ル
0
フ ロジ ヱステ ロン
0 80 80 80 80
1 38 38 3=1 38
2 30 25 22 30
4 22 22 19 22
6 15 15 7.5 15
8 7.5 7.5 3.5 10
ii 1 1.2 0.3 5
14 0 0 v 1.2
16 0.5
17 n
保 存 液:卵 ク 液(10倍 希 釈)
表9.ヤ ギ精 子 の低温(4℃)保 存 嬬 げ る プ 。ジ 。寿 。ン(10・ 。M)添 加 の効 果
保存時間(h) 保存後の室温
放置時間(h)
精 子 生 存 指 数













保 存 液:凍 結 保 存 用 希 釈 液(6倍 希 釈)
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表10ヤ ギ精子 の 低温(4℃)保 存 にお け るペ プチ ドホル モ ン(50ng漉 の 添 加 の効 果
保存 日数(日)
精 子 生 存 指 数
無 添 加 プ ロ ラク チ ン LH オ キ シ トシ ン
0
7
80 80 80 80
.『
1 60 65 65 68
2 60 65 65 65
4 38 38 38 30
5 30 30 30 18
6 10 18 18 15
7 0 0 0 0
保 存 液;卵 ク液(5倍 希 釈)







































































保 存 液:卵 ク 液(10倍 希 釈)
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表 王2.ヤ ギ精 子 の凍結 保 存 にお げ るス テ ロイ ドホ ルモ ン(100nM)添 加 の 影響
精 子 生 存 指 数


































グ リセ リン平衡 時 問 実 験12.5h
実 験24
実 験321
保 存 液:凍 結 保 存 用 希 釈 液(io倍 希 釈)
表13.ヤ ギ精-子の凍結 保 存 におけ る プ ロジ ェス テ ロ ン(100nM)添 加 の効 果
観 察 の 時 期
精 子 生 存 指 数







グ リセ リン平 衡:4℃4h
融 解 温 度 夷50℃
美一齢40℃
表14.羊 精子 の解糖 に及 ぼす ス テ ロ イ ドホルモ ン(100nM)添 加 の影響(n=3)
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 解 糖 指 数
無 添 加 1.52
テ ス ト ス テ ロ:イ 1.76
ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン 2ユ1
エ ス ト ロ ン 1.82
エ ス ト ラ ジ オ ー ル ー17β 1.94
プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン 1.77




































































































































































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨




精子のエネルギー生産は呼吸および解糖に依存 しているが,供 試 した5種 のステロイ ドホルモ
ンは,い ずれ も25～300nMの 濃度でヤギ精子の呼吸を抑制 し,特 にプロジェステロンは強い抑
制作用を示すことを明らかにした。一方,解 糖に対 しては,ス テロイ ドによって促進するものと
抑制す るものがあることを示した。また,精 子中片部に含まれる代謝関連酵素の動態を追求 し,
精子膜の透過性がステロイド添加によって著 しく変わるものではないことを明らかにした。
次いで,精 子呼吸抑制作用を強く示 したプロジェステロンを中心に,ス テロイ ドホルモンの精







るとともに,精 子の長期保存に利用 し得る可能性を示した。 これらの成果は家畜繁殖学の領域に
寄与するところが大きく,農 学博士の学位を授与するに値すると判定 した。
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